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de transferts d’électrons impliqués dans de tels sysi€mes.
Les recherches dans ce domaine sont assez délicates, car
elles impliquent que les deux protéines en cause soient pré-
sentes simultanément dans la solution. Hill et coll. [30] ont
pu montrer que le cytochrome ¢ promouvait la réponse du
cytochrome b5. Le concept basé sur la nature dynamique
des complexes [protéine - protéine] a été également utilisé
pour interpréter les résultats obtenus dans le cas du com-
plexe [cytochrome c - plastocyanine], dans lequel les deux
molécules de protéine sont liées de fagon covalente. La
décroissance observée pour la réponse a I’électrode du com-
plexe covalent résulterait des contraintes imposées par les
liaisons aux mouvements des deux protéines formant le
complexe covalent.
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Analyse des possibilités de transferts électroniques directs

entre des électrodes et des enzymes

Héléne Durliat

Pendant longtemps, il a été admis que le transfert électro-
nique direct entre une électrode et une enzyme était impos-
sible. Les raisons invoquées tenaient d’une part dans les possi-
bilités de dénaturation de la biomolécule dans la double
couche électrochimique, et d’autre part dans la distance impor-
tante entre le centre redox de ’enzyme, isolé par une couche
protéique épaisse, et la surface du conducteur électronique.

Depuis une vingtaine d’années, grice a I’affinement des
méthodes électrochimiques, au développement des tech-

niques de modification de surface et & de nombreux résultats
obtenus sur des molécules biologiques comme le cytochro-
me c, des ferrédoxines, des platocyanines, 1’attitude des
scientifiques s’est modifiée et, & I’heure actuelle, une tren-
taine d’enzymes a fait 1’objet d’études électrochimiques
approfondies. Le but de ’article est de recenser les travaux
effectués dans ce domaine en insistant sur quelques
méthodologies qui permettent d’envisager plusieurs types
d’applications.




1. Revue bibliographique

Le premier exemple du transfert d’électrons avec une
enzyme est sans doute celui de 1’étude électrochimique de la
laccase, catalyseur de la réduction de I’oxygene, effectuée
par Tarasevich en 1978 sur une électrode de carbone [1]. La
méme année, Kulys [2] publie des résultats sur le transfert
avec une lactate déshydrogénase de type cytochrome b,. Les
différentes enzymes étudiées depuis cette époque sont ras-
semblées dans le tableau 1.

Enzyme Réactions Références
laccase 0,+4H +4e - 2H0 |
cytochrome b2 | lactate — pyruvate + 2H'+ 2e 2
peroxydase HO, + 2H" + 2e » 2H0 3

(€lectrode)
cytochrome b2 | héme oxydé + ¢ — héme réduit 4
FMN oxydée + ¢ — FMN réduite
hydrogénase H — 28 + 2¢ 5
(Electrode)
glucose oxydase | GOD oxydée + e — GOD intermédiaire 64

GOD intermédiaire + ¢ — GOD réduite

perésolméthyl- | hydrogénasep.crésol + H,0 — p.hydroxybenzaldéhyde 7

hydroxylase + 40" + de

(;"C‘;[}:‘yy;g';’;‘rfase mélhylamine —> formaldéhyde + NH, + 2H* + 2¢ 8
?@V;;cy tochrome | g s § 4 He + 2 9
(Sjlé;cliyn(;lr[(fgénase succinate — fumarate + 2 H* + 2e 10
fsg:ir[z;t; fumarate + 2H* + 2¢ — succinate 1
(fi[éusc!:)(l);iogénase D-fructose — 2 céto D-fructose + 2H* + 2¢ 12
31;?](;1 drogénse | €m0l — aoflldchyde +2+ 2 13
g:ilslch(;rr(]ii:)egénase gluconate — 2-cétogluconate + 2H + 2¢ 14
Zglsll?;(ii(r)ZZénase cellobiose — cétocellobiose + 2 Hf + 2¢ 13

11 convient de noter la diversité des fonctions catalytiques
des différentes enzymes étudiées par électrochimie.
Remarquons cependant que, quel que soit le type de réaction
catalysée, ces protéines possédent des entités reconnues effi-
caces dans les transferts d’électrons : groupes flaviniques et
hémiques, clusters fer-soufre, complexes du cuivre.
Certaines d’entre elles possédent plusieurs de ces fonctions.

2, Exemples de méthodes particuliérement utiles
pour I'étude du transfert

Dans la pratique, ’ensemble des méthodes électro-
chimiques, stationnaires, transitoires ou fréquentielles, est
utilisable pour 1’étude du transfert d’électrons entre le
conducteur électronique et [’enzyme. Il convient cependant
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de trouver les conditions expérimentales adaptées pour véri-
fier que ’enzyme a conservé son activité apres le traitement
électrochimique de réduction ou d’oxydation. De ce fait,
seules quelques méthodes ont été privilégiées dans 1’étude
de ce probleme.

La premiere consiste a assurer I’adsorption préalable de
I’enzyme sur I’électrode et a étudier de fagon voltammé-
trique le film obtenu [16]. La deuxi¢me est la spectroélectro-
chimie en couche mince avec 1’acquisition simultanée
de données électrochimiques et optiques [17]. Dans les
deux cas, les échantillons ne sont pas agités, les volumes
nécessaires a I’expérience sont faibles et les résultats expé-
rimentaux sont analysables sur la base de la théorie de
I’électrochimie en couche mince. Les courbes intensité-
potentiel présentent un maximum dont 1'intensité est propor-
tionnelle au carré du nombre d’électrons échangés, a la
concentration de 1’espéce électroactive et a la vitesse de
balayage de 1’échelle des potentiels. Symétriques dans le
cas des systemes rapides, les pics d’oxydation et de réduc-
tion sont décalés sur I’axe des potentiels dans le cas des
systemes lents, mais des valeurs des coordonnées des maxi-
mums sont tres facilement déduits les coefficients de trans-
fert anodique et cathodique et la constante intrinséque de
vitesse de transfert électronique hétérogéne. La sensibilité de
ces méthodes fait qu’il est possible d’estimer le nombre de
molécules d’enzyme adsorbées sur 1’électrode (avec une
protéine d’une masse molaire de 1’ordre de 100 000, le
recouvrement est estimé & environ 10-? mol.cm?). L’ utilisa-
tion de couches minces avec des volumes de la solution de
quelques dizaines de microlitres permet en outre d’effectuer
des prélevements de solution et une mesure consécutive de
I’activité enzymatique. Une troisiéme méthode fréquemment
utilisée est la voltammétrie cyclique pratiquée avec la solu-
tion enzymatique seule et la méme solution renfermant des
concentrations variables de substrats de I’enzyme. Il apparait
un courant catalytique dont la valeur donne une indication
indirecte sur I’activité de I’enzyme. Cette méthode pose les
bases du phénomeéne de bioélectrocatalyse (emploi simul-
tanée d’une électrode polarisée et d’une enzyme adsorbée ou
fixée en présence du substrat de 1’enzyme).

3. Présentation de quelques résultats anciens

Les figures 1, 2 et 3 montrent quelques exemples de trans-
ferts électroniques directs mis en évidence au laboratoire il y
a quelques années. La figure [ est relative a une solution de
lactate déshydrogénase extraite d’Hansenula anomala. Cette
enzyme contient un groupe hémique et un groupe flavinique
(FMN). Aprés une vingtaine de cycles de perturbations
potentiostatiques répétitives, réalisés en présence de la solu-
tion enzymatique, les courbes intensité-potentiel montrent en
oxydation deux pics caractéristiques de la flavine avec mise
en évidence d’un composé intermédiaire, et un pic caractéris-
tique du cytochrome. Des variations d’absorbance & diffé-
rentes longueurs d’onde spécifiques des composés est déduit
le bilan de la quantité de chacune des especes ayant réagi a
tout potentiel. Par contre, la courbe de réduction montre que
toutes les especes se réduisent au méme potentiel. Le préle-
vement de la solution aprés électrolyse permet de mesurer
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Figure 1 - Courbes intensité-potentiel et absorbance-potentiel obtenues
avec une cellule en couche mince. Solution de lactate déshydrogénase et
électrode de platine.

intensité pA

potentiel V/ECS

Figure 2 - Influence du traitement électrochimique préliminaire d’une élec-
trode de platine sur le transfert électronique direct de la glucose oxydase.
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Figure 3 - Variation d’absorbance correspondant aux formes oxydée,
intermédiaire et réduite d'une glucose oxydase obtenues sur électrode de
platine au cours d'électrolyses & potentiel constant dans une cellule en
couche mince.

I’activité enzymatique dans une réaction d’oxydation du lac-
tate par I’hexacyanoferrate III et de conclure au maintien de
I’intégrité fonctionnelle de 1’enzyme. Un biocapteur électro-
chimique & détection ampérométrique spécifique du lactate,
fonctionnant sans médiateur, utilisé notamment en médecine
du sport, est la conséquence de ces observations.

La figure 2 montre ’influence du traitement électrochi-
mique préliminaire de 1’électrode de platine en contact avec
une solution de glucose oxydase, sur 1I’évolution des courbes
intensité-potentiel. Alors qu’au premier cycle la courbe
obtenue est peu différente de la courbe de réduction du sol-
vant, on voit progressivement apparaitre des surtensions de
plus en plus importantes pour la réduction du solvant, puis
une courbe intensité-potentiel avec un maximum en réduc-
tion et un maximum en oxydation. Les quantités d’électricité
permettent de déduire la concentration des molécules ayant
subi la transformation électrochimique. Sur la figure 3 sont
représentées les variations d’absorbance correspondant aux
formes oxydée, réduite et intermédiaire d’une glucose oxy-
dase obtenues au cours d’électrolyses & potenticls imposés,
réalisées pendant 1’oxydation d’une solution entiérement
réduite de glucose oxydase.

Les mesures de I’activité enzymatique de la solution
aprés réduction et réoxydation €lectrochimiques montrent, 12
encore, que I’enzyme a conservé son intégrité fonctionnelle.
Le transfert électronique direct est donc possible entre le
platine, rendu de plus en plus hydrophobe par le traitement
électrochimique préalable, et I’enzyme, dont une premiere




couche est vraisemblablement trés fortement adsorbée sur le
métal, L’observation de 1’échelle des temps indiquée sur la
figure 3 montre que le transfert direct est:lent et qu’il est dif-
ficile d’envisager son utilisation dans des applications analy-
tiques.

4. Les techniques actuellement utilisées
pour accélérer le transfert
et quelques résultats récents

La lenteur de certains transferts directs enzyme-électrode
est sans doute a 1’origine des nombreuses recherches dont
I’objectif est d’accélérer le transfert électronique hétérogéne
direct. L’autoassemblage de couches de thiols ou de disul-
fures sur des électrodes métalliques en or, argent ou platine,
la caractérisation structurales de 1’assemblage moléculaire
par différents moyens physico-chimiques, la fonctionnalisa-
tion du support solide, la modulation du champ électrique
local par ajout d’ions non électroactifs, ont représenté pen-
dant ces dix dernie¢res années un champ de recherches parti-
culierement actif dans le domaine de I’architecture molécu-
laire des surfaces [18].

L’emploi de médiateurs fixés comme le ferrocéne ou des
complexes de I’osmium (II) et de I’osmium (III) inclus dans
des films de polymeres photoformés ou électroformés,
s’avere particulierement efficace dans I’augmentation des
vitesses de transfert [19].

5. Les tendances actuelles de la recherche

La volonté délibérée de mettre au point des biocapteurs
¢électrochimiques a détection ampérométrique sans média-
teur d’oxydo-réduction fait que de nombreuses tentatives de
transfert électronique direct enzyme-conducteur électro-
nique, sont réalisées. La plupart des études porte sur des
oxydases ou des déshydrogénases possédant un équipement
redox important constitué de cytochromes, de flavines, de
clusters fer-soufre ou cuivre-soufre. Dans I’optique de réali-
ser des interfaces avec une grande concentration superficiel-
le d’enzyme, différentes techniques de constitution de multi-
couches enzymatiques sont proposées. Elles consistent a
modifier une premiere molécule d’enzyme par un antigéne,
une deuxieme molécule d’enzyme par un anticorps et a réa-
liser ’assemblage grice a la réaction antigéne-anticorps
[20]. L’exemple le plus étudié est celui de la glucose oxyda-
se avec différents types de systemes immunologiques et le
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couple avidine-biotine [21]. Une deuxiéme tendance ren-
contrée dans la bibliographie est de fixer le groupe prosthé-
tique sur I’électrode et de faire réagir 1’apoenzyme sur
I’électrode [22].

Enfin, quelques modifications de surface envisagées sont
les mémes que celles rencontrées lors de la mise au point de
biocapteurs électrochimiques a détection ampérométrique.
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